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resUMen
Los espermatozoides bovinos presentan una bajo relación de colesterol/fosfolípidos en la mem-
brana plasmática. Esta característica es importante ya que el colesterol juega un papel fundamental 
en el mantenimiento de la estructura y funcionalidad de la membrana espermática tras la congela-
ción, y, por lo tanto, en la supervivencia del espermatozoide tras el proceso de criopreservación. 
El proceso de sexado podría agravar todavía aún más esta situación. El objetivo de este trabajo 
es estabilizar las membranas plasmáticas de espermatozoides sexados mediante el agregado de 
ciclodextrinas cargadas con colesterol (CLC) post-descongelado y consecuentemente, prolongar su 
funcionalidad, aumentar su capacidad de fecundar ovocitos in vitro y producción de embriones. 
Para ello se trataron espermatozoides sexados con CLC a diferentes concentraciones e incubados 
por 15 minutos antes de evaluar el patrón de motilidad mediante un sistema computarizado CASA 
y fertilizar ovocitos in vitro. Los espermatozoides tratados con 3 mg de metil-β-ciclodextrina saturada 
de colesterol cada 120x106 espermatozoides presentaron mejor motilidad y vigor y se mantuvieron 
elevados durante el tiempo analizado. La concentración de 3 mg de CLC también produjo mayor 
clivaje, MOR/eBL, BL y embriones totales.
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Effect of adding cholesterol-loaded cyclodextrin to thawed bovine sexed semen used 
for in vitro embryo production
sUMMarY
Bovine sperm have a low cholesterol/phospholipids ratio in the sperm plasma membrane. This cha-
racteristic is important due to cholesterol plays a key role in maintaining the structure and function of sperm 
membrane after freezing, and therefore, increasing sperm survival. This situation could be amplified in 
case of sexed semen. The aim of this study is to stabilize the plasma membranes of sperm sexed by adding 
cholesterol-loaded cyclodextrins (CLC) post-thaw and consequently extend their functionality, increase their 
ability to fertilize oocytes and produce embryos in vitro. Sexed sperm were treated with CLC at different 
concentrations and incubated for 15 minutes before evaluating different motility parameters by a computeri-
zed system (CASA) and fertilize oocytes in vitro. Sperm treated with 3 mg of methyl-β-cyclodextrin saturated 
cholesterol for each 120x106 of sperm, showed higher motility parameters and remained high during the 
analyzed period. The concentration of 3 mg of CLC also increased cleavage rate, early (MOR/eBL), late 
(BL) and total embryo development.
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INTRODUCCIÓN
La técnica de producción in vitro de embriones 
(PIVE) en bovinos es relativamente nueva en el mundo 
(fines de los 80) (First and Parrish 1987,Gordon and Lu 
1990,Lu et al 1987). En los últimos años, el crecimiento 
de la PIVE ha sido notorio debido principalmente a 1) 
gran eficiencia en el uso del semen y 2) mayor cantidad 
de embriones producidos en comparación con otras 
técnicas reproductivas. La eficiencia en el uso de se-
men se debe a que el proceso de fertilización se realiza 
micro-gotas lo cual genera un ahorro sustancial de se-
men (Greve and Madison 1991,Kato and Iritani 1993). 
La segunda ventaja comparativa tiene su fundamento 
en la posibilidad de colectar ovocitos de hembras con 
una alta frecuencia y en diversas condiciones fisiológi-
cas (vacía, preñada, pre-púber) lo cual amplia enorme-
mente el abanico de posibilidades en cuanto al avance 
genético y reducción del intervalo generacional (Kruip 
et al 1994,Looney et al 1994).
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Del 100% de ovocitos puestos a madurar, entre 80% 
y 90% llegarán a Metafase II. De aquí el 70%-80% se-
rán fertilizados y solo el 35%-45% llegarán al estadio 
de blastocisto en el día 7 de cultivo (Lonergan et al 
2001). En caso de utilizar semen sexado, los porcen-
tajes de fertilización y desarrollo embrionario son ge-
neralmente más bajos (Lu et al 1999,Zhang et al 2003). 
Esto se debería al efecto acumulado del proceso de 
sexado y posterior congelamiento/descongelamiento 
que los espermatozoides deben superar (Gosálvez et 
al 2011a, b,Rath et al 2009,Seidel and Garner 2002,Suh 
and Schenk 2003,Suh et al 2005).
La sobrevivencia de los espermatozoides de la ma-
yoría de las especies de interés zootécnico al proceso 
de criopreservación está lejos de ser óptima (Barbas 
and Mascarenhas 2009,Medeiros et al 2002). Este pro-
blema se agrava si el semen es sometido al proceso de 
sexado previo a su congelación (Schenk et al 1999a). 
Está bien documentado el daño que puede ocurrir a 
los espermatozoides durante la criopreservación de-
bido a factores tales como exposición a bajas tempe-
raturas, estrés osmótico/mecánico, estrés oxidativo 
o una combinación de estos (Meyers 2005,Sieme et al 
2015). A esto se le sumaría cambios perjudiciales en la 
estructura y funcionalidad de la membrana plasmática 
de los espermatozoides (Parks and Graham 1992,Silva 
and Gadella 2006).
El shock por frío que ocurre durante el proceso de 
congelación causa el cambio de fase de los lípidos y 
en consecuencia afecta la fluidez de membrana (Pegg 
2015). La criopreservación induce el agotamiento o 
salida de colesterol de la membrana plasmática, que 
a su vez provoca su desestabilización (Akhoondi et 
al 2011,Amann and Hammerstedt 1993,Bailey et al 
2000,Curry 2000,Sieme et al 2015). Además, la conge-
lación puede desencadenar procesos capacitantes no 
fisiológicos en mayor o menor medida que podrían 
conducir a una reacción acrosómica prematura y ul-
terior pérdida de la funcionalidad y viabilidad de la 
gameta (Bailey et al 2000,Cormier et al 1997,Pons-Rejraji 
et al 2009). 
Al problema del bajo número de espermatozoi-
des que sobreviven a la congelación/descongelación 
se le suma efectos colaterales del proceso de sexado. 
En estudios realizados sobre espermatozoides de un 
mismo eyaculado (factorial: congelado vs. fresco y no-
sexado vs. sexado) revelaron que la congelación, y no 
el sexado, afecta negativamente la calidad del semen. 
No obstante, el proceso de sexado, y no la congelación, 
reduce la motilidad de los espermatozoides (Blondin 
et al 2009).
Como consecuencia del proceso de separación de 
espermatozoides portadores del cromosoma X o Y me-
diante citometría de flujo, la muestra seminal sexada 
muestra una marcada reducción de la motilidad post-
descongelado y en la vida media de los espermatozoi-
des (Blondin et al 2009,Schenk et al 1999b,Seidel 2007). 
Esto se debe a fuerzas de presión para su avance dentro 
del citómetro de flujo, efecto dilución, congelamiento 
y posterior descongelamiento, que provocan una serie 
de injurias acumuladas que afectan o comprometen 
las funciones espermáticas esenciales y su capacidad 
fecundante (Garner 2001, 2006,Gosálvez et al 2011a, 
b,Rath et al 2013,Seidel 2012). También fue sugerido 
que el proceso de sexado induciría reacciones precapa-
citantes generando subpoblaciones espermáticas en la 
muestra con estados de capacitación diferentes (Blon-
din et al 2009). Esto explicaría la necesidad de ajustar 
la concentración de factores capacitantes en el medio 
de fertilización in vitro de acuerdo al toro o muestra 
utilizada (Lu and Seidel 2004).
El agregado de ciclodextrinas cargadas con coles-
terol (CLC) aumentaría el contenido de colesterol del 
espermatozoide manteniéndose elevado aún luego de 
someterlos a un proceso de congelado y descongelado 
(Amorim et al 2009,Moce et al 2010a,Purdy and Graham 
2004b). El tratamiento con CLC a los espermatozoides, 
previo a la congelación, ha demostrado mejorar la mo-
tilidad y viabilidad no sólo inmediatamente luego de 
post-descongelado sino también a lo largo del tiempo 
(Moce et al 2010b), aumentar el número de espermato-
zoides unidos a la zona pelúcida (ZP) y porcentaje de 
penetración en ovocitos (Moore et al 2005,Purdy and 
Graham 2004a,Spizziri et al 2010) e incrementar la pro-
ducción de embriones in vitro (Lee et al 2015).
El objetivo de este trabajo es estabilizar las membra-
nas plasmáticas de espermatozoides sexados mediante 
el agregado de CLC post-descongelado y consecuen-
temente, prolongar su funcionalidad, aumentar su ca-
pacidad de fecundar ovocitos in vitro y producción de 
embriones.
MATERIALES Y MÉTODOS
Todos los químicos utilizados en este estudio se 
adquirieron de Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, 
MO, USA) a menos que se indique lo contrario.
Semen Sexado
Dosis de semen sexado congelado de tres toros 
fueron adquiridas de un proveedor comercial (Genex 
Cooperative, Inc., Shawano, WI, USA). Las dosis de 
semen de cada toro provienen del mismo lote/partida.
deScongelación del Semen y proceSamiento
Las dosis de semen sexado se descongelaron a 37° 
durante 45 segundos. Las dosis se secaron individual-
mente, el extremo sellado se cortó con un dispositivo 
aséptico y el contenido fue expulsado en un tubo de 
1,5 ml pre-calentado a 37°C. El contenido de la dosis se 
mezcló bien e inmediatamente se procedió mejorar el 
semen mediante un gradiente de densidad: 40%/80% 
(PureSperm, Spectrum Technologies, Healdsburg, CA, 
USA). La centrifugación se realizó a 700 g durante 15 
minutos. Luego se descartó el sobrenadante, el pellet 
se resuspendió en TALP-Sperm (pH= 7.4, 295 mOsm) 
(Parrish et al 1985,Parrish et al 1986) y se centrifugó 
nuevamente el tubo a 300 g por 5 minutos. La formula-
ción final del TALP-Sperm fue: 100 mM NaCl, 3,1 mM 
KCl, 2 mM CaCl2, 0,3 mM NaH2PO4, 0,4 mM MgCl2, 
25 mM NaHCO3,10 mM HEPES, 1 mM  piruvato de 
sodio, 21,6 mM ácido láctico, 25 μg/mL gentamicina, 
y 6 mg/mL albúmina sérica bovina (BSA). 
El pellet resultante de la segunda centrifugación 
fue resuspendido pipeteando suavemente en 100 µl de 
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medio sintético oviductal modificado SOF-FERT (Ter-
vit et al 1972) e incubado a 38.5°C y 5% CO2 en aire con 
humedad en saturación. La formulación final del SOF-
FERT consistió en: 107,7 mM NaCl, 7,16 mM KCl, 1,19 
mM KH2PO4, 0,49 mM, MgCl2, 1,17 mM CaCl2, 5,3 mM 
lactato de sodio, 25,07 mM NaHCO3, 0,20 mM piruvato 
de sodio, 0,5 mM fructosa, 5 μg/mL gentamicina, 20 
μg/mL heparina, penicilamina (3 µg/mL), hipotaurina 
(11 µg/mL) y 6 mg/mL albúmina sérica bovina (BSA).
análiSiS de Semen computarizado (caSa)
La muestra de semen de cada toro fue analizada 
mediante un sistema CASA (SpermVision®, Minitube, 
Alemania). La programación del CASA fue la siguien-
te: cuadros por segundo = 60, número de cuadros = 30; 
contraste mínimo = 50, tamaño mínimo de la célula = 
5; tamaño de la célula = 5, intensidad de la célula = 50; 
velocidad de trayectoria = 50 µm/s, rectitud ≥70%, cé-
lulas lentas (µm/s); velocidad media (VAP, <30 µm/s) 
y velocidad rectilínea (VSL, <15 µm/s). Las variables a 
medir con el sistema CASA fueron: porcentaje de mo-
tilidad total (MOT), porcentaje de motilidad progresiva 
(PMOT), VAP, VSL, velocidad curvilínea (VCL, µm/s), 
amplitud de desplazamiento lateral de la cabeza (ALH, 
µm), frecuencia de cruce (BCF, Hz), índice de rectitud 
(STR, %), índice de linealidad (LIN, %) e índice de 
oscilación (WOB, %). La temperatura de la cámara 
del CASA será de 37°C. Se utilizó una cámara de 4 
celdas Leja (IMV International Corp., Maple Grove, 
MN, USA) atemperada a 37°C para cargar la muestra 
de semen de acuerdo con las recomendaciones del fa-
bricante. Teniendo en cuenta que los espermatozoides 
fueron teñidos previamente con Hoechst 33342 durante 
el proceso de sexado, se utilizó la óptica fluorescente 
IDENT del CASA. El número promedio de esperma-
tozoides analizados por tratamiento fue de 344 ± 78 
espermatozoides.
preparación de clc
La preparación de la CLC se realizó de acuerdo 
a una publicación pre-existente (Purdy and Gra-
ham 2004b). Inicialmente, se diluyó 1 g de metil-β-
ciclodextrina en 2 ml de metanol y 200 mg de colesterol 
en 1 ml de cloroformo. El stock colesterol se diluyó con 
metil-β-ciclodextrina hasta obtener una solución clara. 
Los disolventes fueron removidos mediante la incuba-
ción a 50°C durante 24 horas y los cristales formados 
fueron almacenados a temperatura ambiente. Momen-
tos antes de su uso (30 min), 10 mg de CLC fueron 
diluidos en 1 ml de medio SOF-FERT e incubado en 
una incubadora a 38,5°C con un ambiente de 5% CO2 
y humedad en saturación. El tiempo de co-incubación 
del CLC y los espermatozoides sexados fue de 15 mi-
nutos antes de realizar el estudio CASA.
determinación de la concentración eSpermática
Se realizó una dilución 1:20 de la muestra de semen 
sexado con agua destilada (5 µl de semen + 95 µl de 
agua destilada) en un micro-tubo. Luego de la homo-
geneización por pipeteo manual se procedió a preparar 
la cámara de Neubauer. Cada hemi-cámara fue llenada 
con 10 µl de la dilución. Luego de 5 minutos de reposo 
se realizó el recuento mediante un microscopio a 400X. 
Se realizó el conteo de todos los espermatozoides del 
cuadrante central. El promedio de ambas cámaras fue 
multiplicado por 10000 y por x 20 (factor de dilución). 
El producto resultante es la cantidad de células esper-
máticas por ml.
diSeño experimental
agregado de clc a la mueStra, evaluación con caSa 
y fertilización in vitro
La muestra de semen sexado fue inicialmente divi-
dida en cuatro y aleatoriamente se le asignó una con-
centración de CLC (O mg de CLC= Control; 1,5 mg de 
CLC; 3 mg de CLC y 6 mg de CLC cada 120 millones de 
espermatozoides, respectivamente). Luego del agrega-
do de CLC a cada grupo, la muestra tratada se incubó 
a 38,5°C con un ambiente de 5% CO2 y humedad en 
saturación durante 15 minutos. El análisis con CASA 
comenzó inmediatamente después (tiempo 0), repitién-
dose la evaluación a las 2, 4 y 8 hs. Las condiciones de 
incubación se mantuvieron constantes durante todo el 
período de muestreo. Se realizaron 3 repeticiones de 
cada nivel de CLC con cada uno de los cuatro toros.
Luego del análisis con CASA se procedió a la eva-
luación del semen sexado tratado con CLC en fertili-
zación in vitro (FIV). El procedimiento de FIV fue el 
siguiente. Ovarios de matadero fueron transportados 
en un termo con solución fisiológica y antibióticos a 
30-32°C. Los folículos entre 2-6 mm de diámetro fueron 
aspirados y los complejos cúmulus-ovocito (COCs) 
compactos y cubiertos de manera completa por varias 
capas de células del cúmulus fueron seleccionados, 
lavados y madurados en grupos de 50 COCs en 400 
µl de M199 suplementado con ALA-glutamina (0.1 
mM), piruvato sódico (0.2 mM), gentamicina (5 µg/
ml), EGF (50 ng/ml), oFSH (50 ng/ml), bLH (3 ug/
ml), cisteamina (0.1 mM), y 10% suero fetal bovino 
(FBS) por 22-24 horas. La fertilización (Día 0) se llevó a 
cabo con semen sexado tratado con CLC (0 mg, 3 mg y 
6 mg) previamente mejorado por un gradiente de den-
sidad. La dosis inseminante fue de 1 x 106. El medio de 
fertilización fue SOF-FERT suplementado con fructosa 
(90 µg/ml), penicilamina (3 µg/ml), hipotaurina (11 
µg/ml) y heparina (20 µg/ml). Luego de 18 horas, los 
presuntos cigotos fueron denudados y cultivados en 
grupos de 15-20 en gotas de 50 µl SOF-BSA (Holm et 
al 1999) por 7 días. En el día 3,5 se agregó 3% de FBS. 
Las condiciones de incubación fueron de 38,5°C en 
un ambiente con 5% C02 y alta humedad durante la 
maduración, fertilización y cultivo. Además, durante 
el cultivo se utilizó baja tensión de oxígeno (5%). En 
el día 2 de cultivo se evaluó el clivaje mientras que en 
el día 5,5 se evaluó la presencia de mórulas (MOR) y 
blastocistos tempranos (eBL). En el día 7 de cultivo se 
realizó el registro de blastocistos (BL) y blastocistos 
expandidos (BLEx) y en el día 9 la tasa de eclosión de 
la zona pelúcida. Se realizaron 3 repeticiones de cada 
tratamiento.
análiSiS eStadíStico
Todos los análisis estadísticos se realizaron utili-
zando InfoStat version 2015 (Di Rienzo et al 2015) en 
conjunto con lenguaje R versión 3.2.3 (R Development 
Core Team 2015). Para considerar la totalidad del mo-
delo experimental y las restricciones en la aleatoriza-
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ción, los datos fueron analizados utilizando modelos 
generalizados mixtos independientes para cada va-
riable de respuesta (y), utilizando una distribución 
Gamma de parámetros κ y λ (1), predictor lineal ηijk (2) 
y función de enlace canónico g (µ)=µ-1 (3): 
donde la variable y (MOT, PMOT, VSL, VCL, WOB, 
LIN, STR, VAP, BCF y ALH) se modela a través de 
un predictor lineal (ηijk) en la que los efectos fijos se 
encuentran dados por la contribución de una media 
global (µ), el i-ésimo efecto de tiempo lineal (αi=0, 2, 4 
y 8 horas) o cuadrático (βi=αi2), la j-ésima concentración 
de CLC (γj) y las correspondientes interacciones dobles 
de tiempo por CLC (αi x γj y βi x γj), mientras que el 
único efecto aleatorio considera un intercepto para el 
k-ésimo efecto de toro bk ~ N(0, Iσb2), i. e., distribuido 
normal con media cero y varianza dada por la matriz 
identidad (I) multiplicada por el mismo parámetro σb2. 
Se utilizó un nivel de significancia estadística de 0,05 
para analizar los coeficientes del modelo. Para evaluar 
la diferencia entre los tratamientos de CLC se utilizó 
la prueba de menor diferencia significativa de Fisher 
(Fisher’s Least Significant Difference) donde los p-
valores fueron corregidos por Bonferroni. Los porcen-
tajes de clivaje, producción de embriones y eclosión se 
analizaron mediante Chi-cuadrado de Pearson.
RESULTADOS
Los datos ajustados por el modelo con sus errores 
estándar para cada una de las variables analizadas 
en función de la concentración de CLC se muestran 
en la Tabla I. Se encontraron diferencias significativas 
(P<0,05) en MOT, PMOT, LIN y WOB para los esper-
matozoides sexados tratados con 3 mg de CLC. Para el 
resto de las variables (VAP, VSL, VCL, STR y ALH) la 
concentración de 1,5 y 3 mg de CLC resultaron significa-
tivamente superiores a 6 mg de CLC y al grupo control. 
La totalidad de los valores obtenidos para las diferentes 
variables de CASA a diferentes tiempos y concentracio-
nes de CLC se presentan en la Tabla Suplementaria I.
Los valores de la tabla se expresan como medias ± 
error estándar ajustados por el modelo correspondiente 
a cada variable de CASA. Resultados del test de la mí-
nima diferencia significativa de Fisher son presentados 
como letras superíndice. Proporciones con diferente 
letras a lo largo de cada fila difieren significativamente 
(ajustado por Bonferroni P<0,05). Note que para la va-
riable BCF, no resultó estadísticamente significativo el 
efecto de concentración de CLC. Los valores esperados 
para las diferentes concentraciones de CLC han sido 
calculados considerando todos los tiempos de estudio 
(0, 2, 4, 6 y 8 hrs.).
La motilidad disminuyó significativamente en rela-
ción al tiempo (Figura 1A). Cabe destacar que la con-
centración control (CLC= 0 mg) e incluso la de 1,5 mg 
de CLC presentan exactamente la misma evolución tem-
poral en relación la variable de motilidad espermática 
(MOT). No obstante, la concentración de 3 mg de CLC 
produce una reducción en la tasa de caída e incluso tien-
de a compensarse luego de 4 horas. Por el contrario, si 
se incrementa la concentración a 6 mg de CLC, el efecto 
benéfico del CLC se torna contraproducente ya que pre-
senta un desempeño inferior en comparación al control. 
El resto de las variables CASA mostraron un com-
portamiento no lineal decreciente similar al mostrado 
para MOT en el Figura 1A, a excepción de LIN donde el 
comportamiento en la escala original alcanza un máxi-
mo para 4 horas (Figura 1B). El tratamiento de 3 mg 
de CLC siempre presentó un intercepto no menor que 
el resto de las concentraciones y un mayor desempeño 
para todas las variables a excepción de VSL a 1,5 mg de 
CLC. Por otra parte, BCL presentó el mismo compor-
tamiento independientemente de la concentración de 
CLC aplicada. 
El clivaje de los cigotos fecundados con semen sexa-
do tratado con CLC no mostro diferencias en 2 células 
a las 48 hrs. post-fertilización, mientras que si se regis-
traron diferencias significativas en 4-8 células entre 3 
y 6 mg de CLC respecto al control (Tabla II). El clivaje 
total mostró diferencias significativas a favor de 3 mg de 
CLC. El desarrollo embrionario posterior estuvo tam-
bién marcado por una mayor velocidad de formación 
de MOR/eBL a favor de los espermatozoides tratados 
con CLC en comparación grupo control. En los estadios 
embrionarios avanzados, el grupo 3 mg de CLC mostró 
el mejor desempeño en producción de BL y embriones 
Tabla I. Efecto de distintas concentraciones de CLC sobre la motilidad espermática (Effect of different concentra-
tions of CLC on sperm motility).
CASA
CLC (mg)
0 1,5 3 6
MOT (%) 13,42±1,46A 13,17±1,41A 17,00±2,17B 10,64±1,00A
PMOT (%) 11,58±1,61AB 8,87±1,08A 14,75±2,35B 8,84±1,07A
VAP (µm/s) 30±1,78A 51,76±3,61B 47,77±3,2B 27,06±1,58A
VSL (µm/s) 26,13±1,79A 47,06±4,27B 43,52±3,76B 23,57±1,58A
VCL (µm/s) 54,38±3,77A 93,89±7,72C 78,15±5,91B 56,56±3,94A
LIN (%) 48,27±4,50B 49,33±4,69B 55,61±5,92C 43,27±3,65A
STR (%) 75,46±1,40A 86,49±1,82BC 88,25±1,82B 77,04±1,45A
WOB (%) 55,45±4,04B 54,43±3,90B 61,20±4,87C 49,28±3,24A
ALH (µm) 1,39±0,11A 2,57±0,27B 2,53±0,27B 1,77±0,16AC
BCF (Hz) 16,46±1,19 16,46±1,19 16,46±1,19 16,46±1,19
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totales. La eclosión de los blastocistos no mostro dife-
rencia entre los tratamientos.
DISCUSIÓN
Durante el proceso de congelamiento/desconge-
lado del semen, los espermatozoides son sometidos a 
procesos con cambios drásticos de condiciones internas 
y externas que pueden ejercer un acción perjudicial 
sobre el espermatozoide y causarle un daño temporal 
o permanente sobre su integridad y/o funcionalidad 
(Barbas and Mascarenhas 2009,Foote 2003a,Justice and 
Christensen 2013,Pegg 2015). Estas injurias sobre el es-
permatozoide podrían afectar su capacidad fecundante 
(Foote 2003b,Graham and Moce 2005). Una de las es-
tructuras más afectada por el descenso de temperatura 
y los cambios osmóticos que se producen durante el 
proceso de congelación es la membrana plasmática. Los 
Figura 1. Motilidad del semen sexado tratado con CLC a lo largo de tiempo. A) Motilidad (MOT). B) Motilidad Lineal (LIN). 
Las barras muestran el error estándar de la estimación y cada tabla muestra el resultado del LSD de Fisher (en letras A, B y 
C) para las diferentes concentraciones de CLC, para una hora fija, con corrección de Bonferroni con (α= 0,05) (Motility of semen 
sexing treated with CLC over time. Motility (MOT). Linear motility (LIN). The bars show the standard error of the estimation and each table 
shows the result of the Fisher LSD (in letters A, B and C) for the different concentrations of CLC, for a fixed time, with the correction of 
Bonferroni with (α = 0.05).
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cambios de organización lipídica que sufre la membra-
na son dependientes de la temperatura y se producen 
por la transición de fase líquida a gel de los fosfolípidos 
que la componen. El colesterol juega un papel muy 
importante en la regulación de estos fenómenos debi-
do a que interactúa con los fosfolípidos alterando su 
comportamiento de cambio de fase (Parks and Graham 
1992,Watson 2000). El proceso de sexado puede provo-
car efectos colaterales que también podrían afectar la 
viabilidad de los espermatozoides (Seidel and Garner 
2002). Los espermatozoides sexados muestran una 
marcada reducción de la motilidad post-descongela-
do y un acortamiento en su vida media (Schenk et al 
1999b). Esto se debe a fuerzas de presión para lograr 
su avance dentro del citómetro de flujo, efecto dilución, 
congelamiento y posterior descongelamiento, que pro-
vocan una serie de insultos acumulados que afectan o 
comprometen las funciones espermáticas esenciales y 
la capacidad fecundante (Garner 2001, 2006,Maxwell 
et al 2004). Los trabajos publicados muestran que el 
semen sexado produce resultados más bajos cuando 
lo comparamos con su homólogo no sexado (Blondin 
et al 2009,Lu et al 1999,Maxwell et al 2004,Wheeler et al 
2006,Wilson et al 2005,Xu et al 2009,Zhang et al 2003). 
El mayor obstáculo para el semen sexado es la baja fer-
tilidad (Amann 1999,Garner and Seidel Jr 2003,Seidel 
2012,Suh et al 2005). Esta situación no pudo ni siquiera 
revertirse aumentando el número de espermatozoi-
des (Dejarnette et al 2011,DeJarnette et al 2010). Las 
posibles causas de esta disminuida fertilidad serían 
una menor sobrevida post-descongelación, motilidad 
espermática, pre-capacitación e integridad acrosómi-
ca (Cran 2007,Frijters et al 2009,Gosálvez et al 2011a, 
b,Hollinshead et al 2003,Rath et al 2008,Schenk and 
Seidel 2007,Seidel 2007,Suh and Schenk 2003,Suh et al 
2005). Se ha demostrado en varios estudios en otras 
especies que el tratamiento de los espermatozoides 
con CLC previo a la congelación mejora el porcenta-
je de espermatozoides que sobreviven al proceso en 
equinos (Combes et al 2000,Moore et al 2005,Zahn et al 
2002), en bovinos (Moce and Graham 2006,Purdy and 
Graham 2004a), en ovinos (Moce et al 2010b) y caprinos 
(Konyali et al 2013). En algunas especies, el éxito en la 
adición de CLC depende de la temperatura y tiempo 
de incubación (Álvarez et al 2006). En el bovino, la 
temperatura de incubación (37°C o 22°C) no afecta el 
efecto beneficioso del CLC y alargar la incubación de 
los espermatozoides con CLC más allá de los 15 minu-
tos tampoco supera los resultados (Purdy and Graham 
2004b). Estas diferencias encontradas entre especies 
pueden ser consecuencia de la mala elección del tipo 
de ciclodextrina, de una concentración de ciclodextrina 
inadecuada o puede que sean necesarios un periodo 
de incubación más largo o una temperatura de incu-
bación más alta. Nuestros resultados muestran que 
la incubación de espermatozoides sexados con CLC 
mantiene la motilidad, motilidad progresiva y vigor 
durante un tiempo prolongado y que la capacidad fe-
cundante de éstos espermatozoides es mayor que los 
no tratados. Estas observaciones son coincidentes con 
publicaciones realizadas con semen convencional las 
cuales muestran un aumento significativo de la moti-
lidad, capacidad fecundante medida como la facultad 
de mantener la integridad acrosomal y desempeño 
en producción de embriones in vitro (Amorim et al 
2009,Li et al 2006,Moce et al 2010a,Moce and Graham 
2006,Moraes et al 2010,Purdy and Graham 2004a,Purdy 
and Graham 2004b). La eficiencia en la transferencia 
de colesterol de las ciclodextrinas depende, entre otros 
factores, de la duración de la exposición de la célula al 
complejo ciclodextrina-colesterol (Zidovetzki and Le-
vitan 2007). El tiempo de incubación de 15 minutos con 
las CLC parecería ser suficiente si bien cabe remarcar 
que en el protocolo original, la adición e incubación 
de los espermatozoides con CLC se realiza antes de la 
congelación y los espermatozoides no experimentan 
el proceso de sexado. La concentración mayor de CLC 
utilizada en este estudio parecería causar daño y/o 
toxicidad ya que afectó los patrones de motilidad y 
producción de embriones in vitro. Cuando el conte-
nido de colesterol es excesivo y aumenta por encima 
del nivel normal, éste se convierte en perjudicial para 
la supervivencia celular afectando la fluidez de mem-
brana y su funcionalidad (Moce et al 2010a,Purdy and 
Graham 2004a,Purdy and Graham 2004b). La concen-
tración óptima fue el tratamiento con 3 mg de metil-β-
ciclodextrina saturada de colesterol cada 120x106 esper-
matozoides sexados la que presentó mejores resultados 
en motilidad y desempeño in vitro. Esta cantidad de 
metil-β-ciclodextrina saturada de colesterol es similar 
a la utilizada en bovinos (1,5-3 mg /120x106 espermato-
zoides) (Purdy and Graham 2004a,Purdy and Graham 
Tabla II. Fertilización y producción in vitro de embriones con semen sexado tratado con CLC (In vitro fertilization 
and production of embryos with sexing semen treated with CLC).
CLC
Ovocitos
(n)
Clivaje (Día 2)
Embriones Eclosión
Día 5,5 Día 7 Día 9
2 C (%) 4-8 C (%) Total (%) MOR/eBL (%) BL (%) BLEx (%) Total (%) Total (%)
0 mg CLC 345 152 (44%) 72 (21%)A 224 (65%)A 117 (34%)A 85 (25%)AB 23 (7%) 108 (31%)AB 68 (63%)
3 mg CLC 370 179 (48%) 102 (28%)B 281 (76%)B 172 (46%)B 103 (28%)A 35 (9%) 138 (37%)A 98 (71%)
6 mg CLC 364 155 (43%) 88 (24%)AB 243 (67%)A 152 (42%)B 78 (21%)B 22 (6%) 100 (27%)B 61 (61%)
C= Células
MOR= Morula
eBL= Blastocisto temprano
BL= Blastocisto
BLEx= Blastocisto expandido
Valores con diferentes superíndices en la misma columna difieren significativamente (P<0,05).
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2004b), en equinos (1,5 mg /120x106 espermatozoides) 
(Moore et al 2005) y en caprinos (0,75-1,5 mg /120x106 
espermatozoides) (Barrera-Compean et al 2005). Los 
incrementos observados en los porcentajes de esper-
matozoides motiles fueron menores a los obtenidos en 
estudios realizados con semen convencional (Purdy 
and Graham 2004b). Tal vez se pueda aumentar y/o 
mantener aún más los patrones de motilidad ajustando 
mejor la adición de CLC mediante la determinación 
del contenido de colesterol en la membrana antes y 
después de la adición de CLC.
En conclusión, la incubación del semen sexado 
post-descongelado con CLC mantiene los patrones 
de motilidad durante más tiempo, aumenta la tasa de 
fecundación y producción de embriones in vitro.
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